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Abstraet
　　　　P－glycoprotein　（P－gp）　mediates　the　cellular　efllux　of　several　lipophilic　compounds，　and　its　overexpression
in　immune　cells　may　result　in　the　insufficient　eflicacy　of　immunosuppressive　drugs．　We　evaluated　P－gp
expression　and　function　in　peripheral－blood　mononuclear　cells　（PBMCs）　to　examine　their　influence　on　PBMC
sensitivity　to　immunosuppressants　and　the　clinical　status　of　renal　transplant　recipients．　Seventeen　renal
transplant　recipients，　nine　patients　with　chronic　renal　failure　（CRF），　and　16　healthy　subjects　were　included．
P－gp　expressed　on　PBMCs　was　stained　with　FITC－labeled　anti－P－gp　monoclonal　antibodies　and　analyzed　with
flow　cytometry．　P－gp　function　was　evaluated　with　incorporation　and　efHux　of　rhodamine　123　（Rh　123）　in　the
presence　or　absence　ofcyclosporine．　PBMC－sensitivity　to　the　suppressive　effects　of　glucocorticoids，　cyclosporine
or　tacrolimus　was　evaluated　by　measuring　the　IC50s　（ng／ml）　of　these　agents　against　concanavalin　A－induced
blastogenesis　of　PBMCs　in　vitro．　The　frequency　of　transplant　recipients　with　PBMCs　exhibiting　P－gp　was
significantly　higher　than　that　of　the　healthy　subjects　（p＝O．oo35）．　The　IC50s　of　immunosuppressive　drugs　did
not　correlate　with　P－gp　expression　or　function　in　PBMCs　ofthe　recipients．　ln　addition，　we　found　no　significant
correlation　between　the　P－gp　parameters　and　other　clinical　characteristics　of　the　recipients　including　rej　ection
episodes　or　adverse　drug　effects．　ln　contrast，　the　amount　of　Rh　123　incorporated　and　retained　in　the　PBMCs
significantly　correlated　with　either　serum　creatinine　or　blood　urea　nitrogen　（BUN）　concentrations　in　transplant
recipients　（p：＝O．021　or　p＝O．oo　14，　respectively）．　P－gp　function　is　also　negatively　correlated　with　blood
cyclosporine　trough　concentrations　in　the　recipients　（p＝O．0435）．　We　conclude　that　P－gp　has　little　influence　on
immunosuppressant　pharmacodynamics　in　renal　transplant　recipients．　lncrease　in　blood　concentration　of
creatinine，　BUN　or　cyclosporine　may　impair　the　drug　efllux　ability　of　PBMCs　in　the　recipients．
Introduction
　　Calcineurin　inhibitors，　cyclosporine　and　tacrolimus，
are　major　indispensable　drugs　in　immunosuppressive
therapy　after　renal　transplantationi，2）．　These　drugs　are
generally　used　for　the　recipients　in　combination　with
glucocorticoids．　lndividual　pharmacokinetic
differences　of　both　cyclosporine　and　tacrolimus　are
reported，　and　the　doses　are　adj　usted　to　obtain　appropri一
ate　blood－concentration　ranges　under　the　therapeutic
drug　monitoring’，3）．　However，　even　if　the　blood　con－
ce tr ti　ons　of　the　drugs　are　in　their　therapeutic　ranges，　a
considerable　number　of　the　patients　experience　acute
allograft－rejection　episodes　or　severe　side　effects　of　the
drugs．　Thus，　 ndiv dual　difference　in　response　to　the
therapeutic　eMcacy　of　the　drugs　was　often　observed　in
renal　tr nsplantation‘一6）．　We　have　also　reported　a　large
individual　difference　in　the　PBMC－suppressive　effects　of
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glucocorticoid　and　cyclosporine　between　patients　with
chronic　renal　failure　（CRF）　awaiting　renal　transplanta－
tion，　and　that　patients　with　PBMCs　exhibiting　poor
response　to　prednisolone　or　cyclosporine　in　vitro　also
show　low　responses　to　the　clinical　eMcacy　of　these　drugs
after　transplantation‘，6）．　lndividual　variation　in　patient
response　to　treatment　is　possibly　due，　at　least　panially，　to
the　difference　in　the　amount　of　a　membrane－associated
drug　transporter　P－gp　expressed　in　T　cells　and　other
immune　cells　in　renal　transplantation7・8）．
　　Then，　we　measured　in　the　present　study　the　expression
and　function　of　P－gp　in　peripheral　blood　mononuclear
cells　（PBMCs），　and　discussed　the　relationship　between
P－gp　expression　or　function　and　the　sensitivity　of
PBMCs　to　the　immunosuppressive　drugs　used　for　the
transplant　recipients．　We　also　examined　the　clinical
course　of　the　transplant　recipients　and　discussed　the
influence　of　P－gp　expression　or　function　on　the　clinical
eflicacy　and　side　effects　of　the　immunosuppressive　drugs．
Subjects　and　Methods
　　S呵ects
　　We　assessed　l　7　renal　transplant　recipients（7　male　and
10female；mean　age，49．2±15．2），　nine　patients　with
chronic　renal　failure（5　male　and　4　female；mean　age，
46．8±8．4），and　l6　healthy　subjects（10　male　and　6
female；mean　age，39．3±16．2）．　All　but　one　of　the
transplant　recipients　had　been　treated　with　either
cyclosporine　or　tacrolimus，　and　all　of　the　recipients　were
given　methylprednisolone，　on　the　day　of　blood　sam－
pling．　Fourteen　of　the　recipients　received　cyclosporine－
based　immunosuppressive　therapy，　while　two　patients
received　tacrolimus　and　one　r㏄eived　steroid　without
calcineurin　inhibitors．
　　Isolation　of　P：BMCs
　　After　written　inf（）㎜ed　consent　was　obtained　20　ml　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ
venous　blood　was　taken　fヒom　patients　and　healthy
subjects　at　9130－ll：00　and　heparinized．　This　20　ml
sample　size　was　the　smallest　possible　to　carry　out　the
P－gp　examination　and　the　drug　sensitivity　tests　fbr　4
1mmunosupPresslve　agents，　but　occasionally　not　all　of
these　fbur　agents　could　be　tested　fbr　each　su切ect．　The
heparinized　blood　was　loaded　on　3　ml　of　Ficoll－
Hypaque（Nacalai　Co．，　Kyoto，　Japan），　centrifuged　at
l，300×gfbr　l5　min，　and　PBMCs　were　separated　as
described　previously4－6・9）．　For　the　evaluation　of　P－gp
expression　and　fUnction，　the　cells　were　washed　twice
with　phosphate－buffered　saline，　and　resuspended　with　a
staining　buffer（Becton　Dickinson　Co．，　Franklin　Lakes，
NJ，　USA）at　a　cell　density　of　l×106　cells／ml．　For　the
evaluation　of　PBMC－sensitivity　to　immunosuppressive
drugs，　cells　were　washed　and　resuspended　in　RPMI　l　640
medium　containing　10％fetal　calf　serum，100，0001U／l
penicillin，　and　lOO　mg／l　streptomycin　to　a　final　density
of　1×106 cells／ml．
　 Estimation　for　P－glycoprotein　expression　and　its
　　血nct on　in PBMCs
　　P－gp expressed　on　PBMCs　was　stained　with　FITC－
labeled　anti－MDR　monoclonal　antibody　（17F9）　and
subseque tly　 nalyzed　with　flow　cytometry　as　we　de－
scribed　previouslyiO・’i）．　ln　brief，　aliquots　of　1　ml　cell
suspension　containing　5×105　PBMCs　were　incubated
with　20　pt　1　of　FITC－labeled　anti－MDR　monoclonal
antibody　or　20　pt1　of　FITC－conjugated　mouse　lgG2b
isotype　control　monoclonal　antibody　for　30　min　at　40C．
After　incubation，　cells　were　washed　twice　in　an　ice－cold
phosphate－buffered　saline　and　kept　on　ice　in　the　dark
until　a alys s．
　　P－ p function　was　evaluated　with　incorporation　and
eMux　of　rhodamine　123　（Rh　123）　in　the　presence　or
abse ce　of　cyclosporine，　followed　by　flow　cytometry
analysis’O・i’）．　ln　brief，　aliquots　of　l　ml　cell　suspension
containing　5×105　cells　were　incubated　with　5　pt　g／ml
Rh　123　for　10　min　at　370C　in　a　humidified　chamber
containing　5％　CO2／air．　After　washing　the　cells　with
the　staining　buffer，　cells　were　resuspended　with　the
buffer　and　incubated　in　the　presence　or　absence　of　100
ng／ml　cyclosporine　for　3　h　at　370C．　The　incubations
were　t r inated　by　rapidly　chilling　with　ice－cold
medium　and　two　wash　steps．　Then，　the　cells　were
resuspended　in　400　pt　1　of　ice－cold　phosphate－buffered
saline　and　kept on　ic 　in　the　dark　until　analysis．
　 FITC　fluorescenc 　intensity　on　the　cell　surface　or
intracel ular　Rh　123　mean　fluorescence　intensity　was
analyzed　using　a　FACSCalibur　analyzer　（Becton　Dick－
inson）．　A　t tal　of　30，000　cells　were　counted，　and　the
fluorescence for　the　gated　population　was　collected　with
a　bandpass　filter　（FLI）　to　obtain　histogram　plot　data．
These　data　were　further　calculated　using　CellQuest
software　（Becton　Dickinson）．
　　P－gp expression　rate　in　PBMCs　was　estimated　from
the　relative fluorescence　of　anti－MDR　stained　cells　as
compared　to the fluorescence　of　the　control－antibody
stained c lls　（％）． The　dye　efHux　inhibition　rate，　which
represents　Rh　123　efflux　ability　of　P－gp　in　PBM　Cs，　was
calculated　by　the　formula：　（Rh　123　fiuorescence　inten－
sity　in　PBMCs　after　3h　incubation　in　the　presence　of
cyclosporin ／ Rh　123　fluorescence　intensity　in　PBMCs
after　3h　incub tion　in　the　absence　of　cyclosporine）．
The　Rh　123　retention　rate，　which　represents　the　efflux
ability　of　PBMCs　by　any　of　the　effluxing　mechanisms
not　limite 　by　P－gp，　was　estimated　from　the　formula：
（Rh 123　f uorescence　intensity　in　PBMCs　after　3h　incuba－
tion　in　the　abs nce　of　cyclosporine／　Rh　123　fluorescence
intensity　in　PBMCs　before　3h　incubation）×　100　（％）．
　　PBMC　culture　and　evaluation　of　drug　effects
　These　procedures　were　carried　out　according　to　the
me hods　we　described　previously6，9）．　ln　brief，　two　hun一
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dred　pt　1　of　the　cell　suspension　as　prepared　above　were
placed　into　each　of　96　flat－bottom　wells　of　a　microtiter
plate．　Concanavalin　A　was　added　to　each　well　as　the
mitogen　to　a　final　concentration　of　5．0　pt　g／ml．　Subse－
quently，　4　pt　1　of　an　ethanol　solution　containing　pred－
nisolone，　methylprednisolone，　cyclosporine　or　ta－
crolimus　were　added　to　give　final　agent　concentrations
of　O．oo　1－10，000　ng／ml．　Four　microliters　of　ethanol
were　added　to　a　control　well．　The　plate　was　incubated
for　96h　in　5％　CO2／air　at　370C．　The　cells　were　pulsed
with　18．5　KBq／well　of　［3H］thymidine　for　the　last　16h
of　incubation　and　then　collected　on　a　glass－fiber　filter
paper　using　a　multiharvester　device　and　dried．　The
radioactivity　retained　on　the　filter　was　further　processed
for　liquid　scintillation　counting．　The　mean　of　the
counts　for　a　triplicate　of　each　sample　was　determined．
The　agent　concentration　that　would　give　50％
lymphocyte－mitosis　inhibition　（IC50）　was　determined
from　the　dose　response　curve．
　　Materials
　　RPMI　1640　medium　and　fetal　calf　serum　were　pur－
chased　from　Gibco　Co．，　Carlsbad，　CA，　USA．　Con－
canavalin　A　was　obtained　from　Seikagaku　Kogyo　Co．，
Tokyo，　Japan．　FITC－labeled　anti－human　lgG2bx
monoclonal　antibody　and　FITC－labeled　anti－human
MDR　monoclonal　antibody　（17F9）　were　obtained　from
Becton　Dickinson　Co．　Rhodamine　123　（Rh　123）　was
obtained　from　Sigma　Chem　Co．　（St．　Louis，　MO，　USA）．
［3H］Thymidine　（5．55×　10’i　Bq／mmol）　was　from　New
England　Nuclear　Corporation，　Boston，　MA，　USA．
Prednisolone　and　methylprednisolone　were　obtained
from　Sigma　Chemical　Co．　Cyclosporine　A　was　kindly
provided　by　Novartis　Pharma　Co．，　Tokyo，　Japan．
Tacrolimus　was　a　kind　gift　from　Fujisawa　Co．，　Osaka，
Japan．　All　other　reagents　were　of　the　best　available
grade．
　　Statistics
　　For　comparison　of　the　data　between　transplant　recipi－
ents，　CRF　patients，　and　healthy　subjects，　multiple　com－
parison　was　carried　out　with　Kruskal－Wallis　test．
Correlations　between　two　indices　were　analyzed　with
Pearson’s　correlation　coeflicient　test．　Fisher’s　exact
probability　test　was　used　to　compare　the　proportion　of
patients　with　a　given　characteristic　between　the　two
subject　groups．　These　analyses　were　performed　with
Statviewi2）　on　a　Macintosh　Power　PC　computer　（Apple
Computer，　USA）．　ln　each　case，　two－sided　p　values　less
than　O．05　were　considered　to　be　significant．
Results
Comparison　of　P－9P　expression　and　its血nction　in
PBMCs　among　renal　transplant　recipients，　CRF
patients，　and　healthy　subjects．
P－gp　expression　rate　in　PBMCs　of　renal　transplant
recipients　was　compared　with　that　in　PBMCs　of　CRF
patients　or　healthy　subjects　（Fig．　1－a）．　The　basic　char－
acteristics　of　these　subj　ect　groups　did　not　differ
significantly　（data　not　shown）．　The　expression　rate　in
PBMCs　of　the　r cipients　was　significantly　higher　than
that　in　PBMCs　of　healthy　subj　ects　（p＝O．oo35），　while
such　sig ifican 　difference　was　not　observed　between
e her o er　two　subject　groups．　ln　contrast　to　the
diff rence　of　P－gp　expression，　no　significant　difference　of
P－gp function　as　assessed　by　Rh　123－eMux　inhibition　rate
or　Rh　123　re ention　rate　was　observed　between　the　above
three　 ubject groups　（Fig．　1－b，　c）．　We　also　calculated
the　r tio，　Rh　123－eMux　inhibition　rate　（％）　／P－gp　expres－
sion （％），　which　may　represent　P－gp　function　per　each
P－gp　molecule．　The　medians　（ranges）　of　this　ratio　in
healthy　subjects，　CRF　patients　and　transplants　were　294
（O．91－458），　36　（15－303），　and　56　（O．07－344），　respectively．
The　ratio　in　CRF　or　transplant　recipients　was
significantly　lower　than　that　of　healthy　subj　ects　（p＝
O．0235　or　O．oo　15，　respectively）．
　The　Rh　123　efHux　ability　and　the　Rh　123　retention　rate
in　PBMCs were　significantly　correlated　in　either　of
healthy　subj　ects　（p　＝　O，oo93）　or　transplant　recipients　（p　＝
O．oo96）　（Fig．　2－a，　b），　but　not　in　CRF　patients　（data　not
shown）．　However，　P－gp　expression　rate　of　PBMCs　and
P－gp function　evaluated　by　Rh　123－eMux　ability　or　the
Rh　123－retention　rate　did　not　correlate　significantly　in
e ther　of　the　subj　ect　groups．
　　Cellular　pharmacodynamics　of　immunosuppressiye
　　drugs　and　P－gp　expression　or　function．
　　The　medians　（ranges）　for　IC50s　of　prednisolone，
methylprednisolone，　cyclosporine　and　tacrolimus　against
the　in　vitro　blastogenesis　of　PBMCs　in　renal　transplant
recipients　were　61．57　（45．4－1000），　33．46　（9．54－187．86），
17．88　（2．96－100）　and　O．300　（O．oo6－10）　ng／ml，　respective－
ly．　The　medians　（ranges）　for　IC50s　of　these　drugs　in
PBMCs　of　CRF　patients　were　100．22　（45．96－437．37），
65．05　（O．74－1000），　1892　（2．31－38．66）　and　O．272　（O．oo　1－
O．849）　ng／ml，　respectively．　The　medians　（ranges）　for
IC50s　of　these　drugs　in　healthy　subjects　were　37．76
（12．24－361．77），　27．54　（11．25－249．97），　27．69　（4．26－100）
and　O．275　（O．050－O．451）　ng／ml，　respectively．　The
median　IC50　of　prednisolone　in　CRF　was　significantly
higher　 han　that　in　healthy　subjects　（p＝O．0433），　the
obs rvati n　of　which　is　consistent　with　our　previous
findings6）．　However，　no　other　significant　difference　of
the drug　IC50s　between　any　of　the　two　subj　ect　groups
was　observed．　We　then　examined　relationships
between　the　IC50s　of　these　drugs　and　P－gp　expression　or
function　in　PBMCs　in　the　above　three　subj　ect　groups．
However，　the　IC50s　for　any　of　the　four　drugs　did　not
significantly　correlate　with　the　P－gp　expression　rate　or
P－gp　function　in　PBMCs　in　these　three　subj　ect　groups；
renal　transplant　recipients，　CRF　patients，　and　healthy
（3）
一　316　一 THE　JOURNAL　OF　TOKYO　MEDICAL　UNIVERSITYVol．63　No．4
a
20
　　15A
と
・霧1・
輕
受
身5
ど
。
一5
p＝O．0035
e
e
e
c
30
e
eeMin）
　　　　n
Mean（±SD）
A一　20
繕
E
．一〇．
亜
e　io
　　　Healthy　CRF　Renal　Tx
　　　　　16　9　17　　0．19（1．04）　O．05（O．12）　2．19（4．90）
一〇．06　（一〇．37－4．06）　O．08　（一〇．37一・4．06）　O．08　（一〇．07－16．24）
o
e
ee
eee
eee
ie：
　e
Median　（range）
e
e
e
e
eAe　e
e
e
e
ee
虎●9e
8e
　ee
e
　ee
HealthyC　RF Renal　Tx
　　　n　16　8　17Mea且（±SD）　　　　9．88（3．76）　　　13．02（4．55）　　　11．71（5．05）
Media且（range）9．11（5．54－18．92）11．54（6．46－19．64）11．47（4．79－25．38）
b
①
一
」
＝o＝
　コ．Ω
コロ‘＝
■一
×
＝
山
5
4
3
2
1
o
ee
　e
　eee　eeelee　6e
　e
　e
8k　eVe
ee
e
e
e
e
　ee　eeee
　e
ee　e　ee
　e
e
HealthyC　RF Renal　Tx
Fig．1　Comparison　of　P－gp　expression（a），　the　efllux　inhibition
　　　　　rate　（b），　and　the　retention　rate　（c）　in　PBMCs　among
　　　　　renal　transplant　recipients，　CRF　patients，　and　healthy
　　　　　subjects．　P－gp　expressed　on　PBMCs　was　stained　with
　　　　　FITC－labeled　anti－MDR　monoclonal　antibody　（17F9）
　　　　　and　subsequently　analyzed　with　flow　cytometry．　P－gp
　　　　　expression　rate　in　PBMCs　was　estimated　from　the　rela－
　　　　　tive　fluorescence　of　FITC－labeled　anti－P－gp　antibody
　　　　　stained　cells　as　compared　to　the　fluorescence　of　the
　　　　　control－antibody　stained　cells（％）．　The　dye　efflux　inhi－
　　　　　bition　rate　represents　Rh123　e冊ux　ability　by　P－gp　in
　　　　　PBMCs，　while　the　Rh　123　retention　rate　represents　the
　　　　　efHux　ability　of　PBMCs　by　any　of　the　efHuxing　mecha－
　　　　　nisms　not　limited　by　P－gp　（see　Subjects　and　Methods）．
　　　　n
Mean（±SD）
Median　（range）
　　　　16　9　17　　3．25（O．73）　2．70（O．48）　2．82（O．90）
3．05（2．13一・4．58）2．89（1．58一・3．08）2．84（1．24・一4．51）
（4）
July，　2005 A．　kashi　et　al：　P－glycoprotein　expression　and　its　function　in　renal　transplant　recipients一　317　一
a
20
璽15
冨
萢
．蚕10
t
S5
o
e
e
e
e
e　e
e　e：
e
r＝一〇．618，　n＝16
　p＝O．0093
e
7
ハ弓6
葛
ε5
ゆ
・≡4
蔭焉
霧3
≡・
81
o
a
o
e
e
eo
e
e
o
e e
e
r＝O．302，　n＝17
　　p＝O．021
o tO　20Retention　rate　（Olo）30
b
30
A
　Φ　20一
L
．9
だ
ゆ610匡
o
o 1 2 3
Efflux　inhibition　rate
e
o
o
e　　e
oe
e
e
e　e6
4 5
r＝一〇．559，　n＝17
　P＝O．0096
e
e
　　125
コ1
習1・・
冨
．aDt．　75
’E
di
一
＝
眉02co
50
25
o
Fig．　2
b
eO
e e
多‘
e
o
e
r冒0．48，n置17
　p＝O．OO14
　　0　　　　　　1　　　　　　2　　　　　　3　　　　　　4　　　　　　5
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Correlation　between　the　eMux　inhibition　rates　and　the
retention　rates　in　PBMCs　of　healthy　subjects　（a）　and
renal　transplant　recipients　（b）．
　　　　　　　O　10　20　30　　　　　　　　　　　　　　　　　Retention　rate　（Olo｝
Fig．3　Correlation　between　the　retention　rates　in　PBMCs　and
　　　　　　serum　creatinine　concentrations　（a）　or　BUN　concentra－
　　　　　　tions　（b）　in　renal　transplant　recipients．　A　high　reten－
　　　　　　tion　rate　of　PBMCs　means　low　ability　of　the　cells　to
　　　　　　e田ux　R123。
subjects　（data　not　shown）．
　　P・・gp　expression　and　its　function　in　PBMCs　and　clinical
　　parameters　of　renal　transplant　recipients．
　　Finally，　we　investigated　the　relationships　between
P－gp　expression　or　function　and　clinical　parameters　for
renal　transplant　recipients．　We　found　no　significant
correlation　between　these　P－gp　parameters　and　clinical
characteristics　of　the　recipients　such　as　incidence　of
rej　ection　episodes　or　incidence　of　adverse　effects　based
on　the　irmnunosuppressive　drugs　administered．　ln　con－
trast，　the　Rh　123　retention　rate　in　PBMCs　significantly
correlated　with　either　serum　creatinine　or　blood　urea
nitrogen　（BUN）　concentrations　in　these　recipients　as
shown　in　Fig．　3　（p＝O．021　and　p＝O．oo　14，　respectively）．
Whereas，　such　significant　correlation　was　not　observed
in　PBMCs　of　CRF　patients．　The　P－gp　function　of
PBMCs　as　estimated　by　the　efllux　inhibition　rate　is　also
correlated　with　blood　cyclosporine　trough　concentra－
tions　in　the　transplant　recipients　（p＝O．0435）　（Fig．　4）．
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Correlation　between　the　eMux　inhibition　rates　in
PBMCs　and　trough　concentrations　of　cyclosporine　in
renal　transplant　recipients．　A　high　efflux　inhibition
rate　represents　high　ability　of　PBMCs　to　efELux　Rh　123
via　P－gp．
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Discussion
　　Impairment　of　immunosuppressive　efficacy　of
glucocorticoids，　cyclosporine，　and　tacrolimus　resulted
from　overexpression　of　P－gp　in　immune　cells　has　not
been　well　understood　in　solid　organ　transplantations．
The　present　observations，　however，　suggest　that　neither
of　P－gp　overexpression　nor　increase　in　drug　eMux　ability
of　PBMCs　mediated　by　P－gp　is　a　critical　cause　of　the
attenuation　of　cellular　and　clinical　pharmacodynamic
efficacy　of　immunosuppressive　drugs　in　renal　transplant
recipients．　Contribution　of　P－gp　expressed　on　immune
cells　on　the　variation　of　phamiacological　eMcacy　of
immunosuppressive　drugs　is　controversial，　and　our
present　findings　are　consistent　with　the　report　of　Delaney
et　al．i3）．　They　also　concluded　that　there　was　no
difference　in　P－gp　expression　and　functional　activity　in
renal　transplant　recipients　with　calcineurin　inhibitor
sensitive　or　resistant　cells’3）．
　　Comparison　of　P－gp　expression　and　its　function　in
　　PBMCs　among　renal　transplant　recipients，　CRF
　　patients，　and　healthy　subjects．
　　The　percentage　of　cells　exhibiting　P－gp　in　PBMCs　did
not　correlate　with　the　indices　for　P－gp　function　in　either
of　the　transplant　recipients，　CRF　patients，　or　healthy
subjects．　The　ratio，　Rh　123－efllux　inhibition　rate／P－gp
expression，　in　CRF　patients　or　transplant　recipients　was
significantly　lower　than　that　in　healthy　subj　ects，　suggest－
ing　that　the　P－gp　function　in　PBMCs　of　CRF　patients
and　transplant　recipients　are　attenuated　but　may　be
compesated　by　increasing　the　number　of　P－gp　molecule．
On　the　other　hand，　detection　of　P－gp　antigen　on　PBMCs
by　anti－P－gp　monoclonal　antibody　followed　by　flow
cytometry　analysis　may　give　false　negative　results　if　the
antigen　epitope（s）　of　P－gp　is　（are）　not　eMciently　caught
by　the　antibody．　Kawabata　et　al．　reported　that　P－gp
function　correlates　with　the　amounts　of　MDRI　mRNA
expressed　in　PBMCsi‘）．　We　found　two　recipients　with
extremely　high　P－gp　expressions　in　PBMCs　in　the　present
study　（Fig．　1－a）．　Both　of　these　patients　received　pulse
therapy　by　methylprednisolone　hemisuccinate　for　the
treatment　of　acute　rej　ection　episodes　within　two　weeks
of　blood　sampling　for　the　P－gp　assays．　Thus，　a　high
dose　glucocorticoid　therapy　may　induce　P－gp　expression
on　PBMCs　in　renal　transplant　recipients，　though　a
further　study　should　be　carried　out　to　disclose　this
problem．　Comparison　of　P－gp　expression　in　PBMCs
between　healthy　subjects　（n＝：16）　and　transplant　recipi－
ents　excluding　these　two　patients　（n＝15）　was　also
carried　out，　and　the　difference　was　still　statistically
significant　（p＝OD3）．　Evaluation　of　P－gp　function　by
measuring　Rh　123　retention　in　cells　in　the　presence　or
absence　of　P－gp　inhibitors　is　a　generalized　methodi‘一’8），
which　appears　to　be　able　to　more　accurately　detect　the
transporter　than　the　method　measuring　the　cell　surface
protein　epitope　by　immunological　procedures．
Cyclosporine　is　one　of　the　specific　inhibitors　of　P－gp
function’9），　and　ther fore，　the　efilux　ability　of　PBMCs
inhibited　by　cycl sporine　might　correspond　to　the　P－gp
func ion　of　the　cells．　lt　is　also　reported　that　the　data　for
P－gp　function　ob ained　by　measuring　Rh　123　retention
are　well　correlated　with　the　data　for　MDRI　mRNA
amounts　estimated　by　RT－PCR　technique’‘）．
　　P－gp expressi n　a d　 ts　function　in　PBMCs　and　clinical
　　param ters　of　renal　 ransplant　recipients．
　　Relationsh p　between　PBMC－sensitivity　to　im－
mun suppressive drugs　and　P－gp　parameters　was　not
significant． lmplications　of　other　signal　transduction
cascades　including　increased　expression　of　glucocor－
ticoid　receptor620），　a　dominant　negative　regulator　of
glucocorticoid　respo se，　excessive　AP－12i），　a　heterodimer
of　Fos　and　Jun　oncoproteins，　and　activated　NF－xB　and
IxB　a22），　for　instance，　are　possible　in　low　PBMC－
sensitivity　t 　the　drugs．　While　no　significant　influence
of　P－gp　expression　and　function　in　PBMCs　on　the
pharmacodynamics　of　immunosuppressive　drugs　was
thus　demonstrate 　in　renal　transplantation　in　the　present
study，　we　found　that　some　clinical　parameters　correlate
with　the　efilLux　ability　of　PBMCs　in　the　recipients．
Increases　in　concentrations　of　serum　creatinine，　BUN，
and／or　poss bly　other　uremic　toxin　（s）　due　to　the
impairm n 　of　renal　graft　function　results　from　chronic
allograft rejection　or　cyclosporine　side　effects　may　have
suppressed　 he　P－gp　function　in　the　PBMCs　of　the
recipients．　Serum　creatinine，　BUN，　and　other　uremic
toxins　are　known　to　increase　in　CRF　patients．　With
this　in　mind，　the　observation　of　Fig．　2　showing　that　the
P一一gp　functions　in　CRF　patients　are　relatively　low　when
compared　with　those　in　healthy　subj　ects　is　suggestive，
although　the difference　was　not　statistically　significant．
Fu曲ermore，　the　ratio“Rh　l　23　efHux　inhibition　rate／
P－gp　ex r ssion”　in　CRF　patients　and　transplant　recipi－
ents　was significa ly　lower，　suggesting　that　the　function
per　each　P－g 　molecule　was　impaired　by　high　creatinine
and／or　BUN　concentration（s）　in　CRF　patients　and
transplant　recipi nt ．　Our　data　also　suggested　that　high
blood－trough　concentrations　of　cyclosporine　impair　the
P－gp　function　in　the　recipients．　Parasrampuria　et　al．
re orted　that　renal　transplant　recipients　started　on　ta－
crolimus　or　cyclosporine　had　an　initial　decline　in　expres－
sion　of　P－gp　on　CD4　positive　T　cells7）．　Cyclosporine　is
know 　as　a　P－gp　inhibitori9）　as　well　as　an　immunosup－
pressant，　and　therefore，　chronic　exposure　of　PBMCs　to
cyclosporine　possibly　affects　the　P－gp　function　of　the
cells．　Tacr limus　is　also　reported　to　suppress　P－gp
function23），　however，　we　could　not　evaluate　the　influence
of　PBMC　exposure　to　this　drug，　since　most　of　the
recipients　we　examined　in　this　study　were　treated　with
（6）
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cyclosporine　instead　of　tacrolimus．
Conclusions
　　The　data　of　the　present　study，　in　summary，　showed
that　P－gp　overexpression　and　its　function　in　PBMCs　had
little　influence　on　the　cellular　and　clinical　phar－
macodynamics　of　immunosuppressive　drugs　in　renal
transplant　recipients．　However，　serum　creatinine，　BUN，
and　high　blood－cyclosporine　levels　may　attenuate　drug
efilux　ability　in　PBMCs　of　the　recipients．
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腎移植患者におけるP糖蛋白の発現および機能
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3）東京医科大学八王子医療センター薬剤部
【要旨】P糖タンパク質（P－gp）は、種々の脂溶性化合物を細胞から排出させる役割を担っており、免疫細胞膜上にP－gp
が過剰発現している場合、免疫抑制薬の効果が減弱される可能性がある。本研究において筆者らは、腎移植患者末梢血単
核細胞（PBMC）におけるP－gp発現率および機能と、　PBMCの免疫抑制薬感受性あるいは患者の臨床的知見との関連を
調べた。17名の腎移植患者、9名の慢性腎不全患者、および16名の健常者を対象とした。P－gp発現率は、色素標識した
抗P－gp抗体で染色した細胞をフローサイトメトリーにより測定し、またP－gp機能はP－gp阻害薬であるシクロスポリン
の存在下または非存在下におけるローダミン123の取り込み率または排出率を測定することにより算出した。また、コン
カナバリンA刺激したPBMCのin　vitro増殖に対する各種免疫抑制薬の効果を、薬物のIC50として算出した。　PBMC上
にP－gpを多量に発現する移植患者の比率は、健常者に比べて有意に多かった（p＝0．0035）。免疫抑制薬のIC50sとP－gp発
現率や機能との問に、有意な関連はなかった。またP－gp発現率や機能は、拒絶反応発症率や薬物の副作用発現率とも相関
しなかった。一方、移植患者のPBMCにおけるRh　l　23取り込み率や保持率は、血清クレアチニン濃度やBUN濃度と有
意に相関した（各々p＝O．021およびp＝0．0014）。またP－gp機能とシクロスポリンの血中トラフ濃度との間には、有意な
負の相関が見られた（p＝0．0435）。これらの結果から、PBMCのP－gp発現率や機能は移植患者における免疫抑制薬の薬効
に大きな影響を及ぼさないが、血清クレアチニン、BUNあるいはシクロスポリン濃度の上昇に伴って、薬物排出機能は低
下することを示唆した。
〈Key　words＞P糖蛋白、末梢血単核細胞、カルシニューリンインヒビター、薬力学、血清クレアチニン、腎移植
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